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摘要 : 昆虫 凌 酸 酯 酶 是 一 类 能 对 外 源 化 合 物 解 毒 和 气味 分 子 降解 的 重要 酶 系 。 本 研究 选取 在 家 蛋 Bombyx mori 幼虫 
嗅觉 感 器 中 有 表达 , 并 与 旺 茎 夜 峨 Sesamia nonagrioides 触角 酯 酶 基因 Snon-EST 可 能 为 直系 同 源 基因 的 Bmae35 进行 
克隆 和 外 源 表达 人 研究。 结果 表明 : 该 基因 编码 区 长 1 581 bp, 共 编 码 526 个 氨基 酸 。 与 其 他 昆虫 触角 酯 酶 的 多 序列 
比 对 分 析 发 现 , Bmae35 编码 的 和 蛋白 具有 酶 酶 活性 必须 的 催化 残 基 Ser191, Glu313 和 His429 , 也 保持 着 w- 酯 酶 家 族 特 
征 基 序 Gly-x-Ser-x-Gly。RT-PCR 分 析 显 示 ，Bmae35 在 家 看 5 龄 第 3 天 各 组 织 中 均 有 表达 , 其 中 在 头 、 脂 肪 体 、 马 氏 
管 、 体 壁 和 丝 腺 中 的 表达 量 较 高 。Bmae35 在 肉 蛾 性 信息 腺 中 表达 , 并 与 性 信息 素 合成 呈正 相关 ,暗示 其 在 信息 素 合 
成 中 起 重要 作用 。 构 建 Bmae35 与 pET28(a) 重组 载体 , 经 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 乳 糖苷 诱导 ,电泳 检测 发 现 该 基因 以 包 
涵 体 形式 表达 ， 以 钊 亲 和 层 析 柱 纯化 ，Western blotting 鉴定 证 实 Bmae35 在 大 肠 杆菌 Escherichia coli 中 正确 表达 并 得 
以 纯化 。 本 实验 通过 对 家 和 看 Bmae35 基因 的 克隆 、 原 核 表 达 与 纯化 , 为 进一步 深入 研究 其 表达 定位 和 气味 降解 等 功 
能 更 定 基础 。 
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Agricultural Ministry, Southwest University, Chongqing 400715, China) 

Abstract: Insect carboxylesterases are important enzymes involved in xenobiotic metabolism and degradation 
of odorants. In the present study, Bmae35 gene, which is expressed in larval olfactory tissues of the 
silkworm and the putative ortholog of antennal esterase Snon-EST in Sesamia nonagrioides, was cloned and 
exogenously expressed. Bmae35 comprises a complete coding sequence of 1 581 bp and codes 526 amino 
acids. The multiple sequence alignment of Bmae35 with other esterases revealed that Bmae35 has the 
structure characteristics of insect esterases, including the catalytic triad ( Ser191, Glu313 and His429) and 
the conserved pentapeptide Gly-x-Ser-x-Gly in the a-esterase family. Based on the semi-quantitative. RT- 
PCR analysis, the expression pattern of Bmae35 gene showed that it was highly expressed in head, fat 
body, Malpighian tubules, integument, and silk glands in day-3 5th instar larvae. In addition, the 
expression of Bmae35 showed a positive correlation with sex pheromone content. The results suggest that 
Bmae35 might play important roles in pheromone synthesis. The Bmae35 gene was sub-cloned into the 
expression vector pET28(a) and the recombinant protein was obtained by isopropyl ß-D-1- 
thiogalactopyranoside ( IPTG) induction. Electrophoresis analysis showed that Bmae35 was expressed in 
Escherichia coli as inclusion body. The recombinant protein Bmae35 was purified by immobilized Ni^* 
absorption chromatograph column. Western blotting analysis indicated that Bmae35 was correctly expressed 
in E. coli and purified. The results of this study provide useful data for further understanding the odorant 
detoxification and expression orientation. 

Key words: Bombyx mori; carboxylesterase; gene cloning; expression pattern; prokaryotic expression ; 
Western blotting 
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32 Re PBRE( carboxylesterases, COEs) 是 一 种 广泛 
分 布 于 动物 、 植物 及 细菌 的 多 功能 酶 系 ( Satoh and 
Hosokawa, 1998; Bornscheuer, 2002; Marshall et al., 
2003) ,根据 序列 相似 性 和 功能 特异 性 , 捧 酸 酯 酶 
可 以 分 为 8 个 亚 家 族 : a- 酯 酶 、B- 酯 酶 、 保 幼 激 素 
酯 酶 、 乙 酰 胆 碱 酯 酶 、gliotactins、 神 经 趋 化 重 日 、 
神经 连接 蛋白 和 glutactin( Ranson et al., 2002) , 32 
酸 酯 酶 能 够 有 效 地 催化 酮 类 和 酰胺 类 化 合 物 水 解 ， 
在 降解 外 源 物 质 的 毒性 和 调节 生长 发 育 及 神经 递 质 
的 传递 过 程 中 起 重要 作用 (Li et al., 2007) ,同时 它 
也 是 昆虫 代谢 有 机 砍 等 杀 虫 剂 的 主要 解毒 酶 
(Hemingway and Karunaratne, 1998) 。 羧 酸 酯 酶 家 
族 的 基因 功能 高 度 分 化 , 部 分 具有 水 解 活性 的 a- 酯 
酶 或 B- 酯 酶 基因 在 昆虫 触角 中 表达 , 能 降解 性 信息 
素 和 其 他 外 源 气 味 分 子 (Vogt,，2005 ; Tanaka et al., 
2009 ) 。 

人 研究 发 现 ,， Zt Musca domestica. d Aphis 
gassypii ^5 Eb Hi Fr XE Pi Be fs P ik [A 388 xt di Ds] 3 nl . 
突变 和 表达 调控 等 方式 导致 酯 酶 活性 增加 ,从 而 增 
55 Eb HOSP DLE. TUER BLA E. e AE FR AR E ZI HU 
剂 的 抗 药 性 (高 硕 武 等 , 1998; Li et al., 2007), fi] 
时 COEs 可 能 是 对 植物 次 生 代谢 物质 解毒 的 重要 酶 
f. dM Sitobion avenae COEs 能 被 嘻 唆 生物 碱 
户 竹 碱 ( gramine ) 诱导 ,其 活性 与 庐 竹 碱 浓度 呈正 
比 ( Cai et al., 2009) , fii $5 rH Helicoverpa armigera 
^l B 784 S Bemisia tabaci 等 其 他 昆虫 的 COEs 也 
REWIR (quercetin) , F J (rutin) 41 2-T- = bé Bj 
(2-tridaconone) $& 5E ( gd Se, 1998; ph KÆ, 
2006), JL), RRES T Bb uns fei SAIE 
WEH WEARI Antheraea polyphemus, 185 CH 
WIR Spodoptera littoralis, Xx KRA) *& Apis mellifera 
等 多 种 昆虫 的 成 虫 触角 中 发 现 了 参与 酯 类 性 信息 素 
降解 的 COEs ( Merlin et al., 2007 ) 。Durand 等 
(2010) E XE YRE JR p, S. littoralis 成 虫 触角 中 
鉴定 发 现 羧 酸 酯 酶 SICXE10 能 代谢 植物 绿叶 气味 
物质 ， 从 而 拓展 了 对 触角 中 表达 的 COEs 功能 的 
认识 。 

昆虫 串 觉 系统 是 一 个 高 度 专 一 和 极其 灵敏 的 化 
^E Ud, 在 寻找 食物 和 配偶 、 避 人 免 不 利 环境 的 伤 
害 、 搜 寻 产 卵 及 生殖 场所 等 方面 具有 至 关 重 要 的 作 
用 。 因 此 , 不 难 理解 昆虫 咒 觉 系统 中 存在 大 量 的 解 
毒 酶 ,从 而 维持 嗅觉 的 正常 生理 功能 。 迄 今 为 止 ， 
人 们 对 昆虫 噢 党 解毒 酶 的 功能 认识 仍 局 限于 成 虫 阶 
段 , 而 幼虫 嗅觉 解毒 酶 的 功能 还 有 待 进一步 的 认 


识 。 家 看 是 一 种 植 食 性 昆虫 , 人 研究 家 看 捧 酸 酯 酶 对 
解毒 代谢 及 气味 分 子 降解 具有 广泛 的 借鉴 性 。 本 研 
究 拟 选取 家 看 捧 酸 酯 酶 家 族 中 的 一 个 基因 Bmae35， 
PENSIA Sesamia nonagrioides 触角 酯 酶 基 
Snon-EST 可 能 为 下 系 同 源 基 因 , 家 看 全 基因 组 
鉴定 和 表达 模式 研究 表明 该 基因 在 成 虫 家 看 触角 中 
低 表达 , 而 在 幼 忠 唱和 觉 带 官 (触角 和 下 频 ) 中 有 高 表 
达 ( Yu et al., 2009) ,因此 , XXE ETT SEE. FE 
列 分 析 , 探讨 其 组 织 表达 模式 ， 以 及 原核 表达 与 纯 
化 , 为 进一步 研究 该 基因 的 组 织 表 达 定 位 和 气味 降 
解 等 功能 提供 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 材料 

以 家 和 在 大 造 (P50 ) 为 实验 材料 , TRAE S ARTE 
叶 人 饲育 , 分 离 5 龄 第 3 天 家 和 蛋 幼 虫 的 头 、 体 壁 、 马 
氏 管 、 丝 甩 、 脂 肪 体 、 精 时、 卵巢 、 血 淋巴 细胞 和 中 
肠 共 9 个 组 织 , 分 离 羽 化 后 0 h、 羽 化 后 24 h, WERE 
蛾 交尾 后 3 h、 雌 雄 蛾 交尾 后 6 h、 雌 雄 蛾 交尾 后 9 h 
这 5 个 不 同时 期 肉 蛾 性 信息 腺 组 织 , 所 有 组 织 分 别 
用 生理 盐水 冲洗 后 储存 于 液 氨 中 备用 。 
1.2 RNA 提取 

按照 操作 说 明 用 TRIZOL Reagent( Invitrogen 7 
司 ) 提取 家 竺 各 组 织 的 总 RNA, 经 Dnase I( RNase 
Free) 处 理 后 用 M-MLV 反 转 录 酶 (TaKaRa 公司 ) 反 
转录 得 到 cDNA 第 一 链 。 
1.3 RA Bmae35 基因 的 表达 谱 分 析 

以 分 离 的 家 看 各 发 育 时 期 和 组 织 的 cDNA 为 模 
W, U ZÆ Actin3 基因 ( GenBank 登录 号 为 
U49854) 为 内 部 表达 人 参照, 进行 半 和 定量 RT-PCR 扩 
HS. Bmae35 基因 引物 为 : F1: 5'-AGGGCTGAAGAA 
GATTTACAAG-3'; R1; 5'-CGTCTATGTTGAGATACG 
GTTG-3', Actin3 基因 引物 为 :了 上: 5'-AACACCCCGT 
CCTGCTCACTG-3'; R: 5'-GGGCGAGACGTGTGTGA 
TTTCCT3', RITEN 15 pL 的 扩 增 体系 , 94C 
预 变性 4 min, 然后 94% 变性 45 s、56 人 退火 30 s, 
72'C fff 1 min, 共 25 个 循环 , 再 72'C 延伸 10 
min, AC f&ff£, PCR 扩 增 产物 以 1.2% B 3E BR s e 
进行 电泳 检测 。 
1.4 ZÆ Bmae35 基因 的 克隆 与 测序 

以 5 龄 第 KARA H OK] cDNA 为 模板 , 用 
引物 F2: 5'-ATGCATTTAGCGTITTTTTCTGT-3', R2; 
5'-CTACGAAAGGATTATATTTTTCATC-3' 对 Bmae35 
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基因 的 编码 区 序列 (coding sequence, CDS) 进行 
PCR 扩 增 。PCR 反应 程序 同上 , 反应 体系 为 25 
uL, 循环 数 为 30, 延伸 时 间 为 90 s, PCR 扩 增 产物 
用 胶 回 收 试剂 盒 进行 DNA 回收 , 回收 的 DNA 片段 
与 pEASY-TI ( TransGen Biotech 公司 ) 载体 连接 ,， 3t 
ÍT TA TKE, 获得 阳性 克隆 送 至 南京 金 斯 瑞 公 司 测 
序 验证 。 
1.5 Bmae35 原核 表达 的 重组 质粒 构建 

家 至 Bmae35 氨基 酸 序 列 经 Signal IP3. 0 在 线 
预测 信号 肽 , 然后 用 BioEidt 软件 分 析 酶 切 位 点 后 ， 
设计 克隆 去 除 信 号 肽 的 编码 序列 引物 ，F3: 5- 
GGAATTCCATATGTTTGAATATGTTGAATTGAAAAC 
GCGA-3', R3; 5'-ATAAGAATGCGGCCGCCTACGAA 
AGGATTATATTTTTCATC-3 ' ( 画 线 部 分 分 别 为 Nde T 
和 Not I SHAR), PCR 扩 增 和 TA yi E& Zr 15 TH 
同 。 将 重组 克隆 Bmae35/pEASY-TI 菌株 和 pET28 
(a) 空 载 菌 株 扩大 培养 后 提取 质粒 ,用 限制 性 内 切 
酶 Nde | 和 Not [分别 对 Bmae35/pEASY-T1 和 
pET28(a) 进 行 双 酶 切 , 酶 切 产 物 以 1.2% 的 琼脂 糖 
进行 电泳 检测 并 回收 目的 条 带 。 回 收 的 线性 化 
pET28(a) 表达 载体 与 Bmae35 目的 片段 用 TA 连接 
酶 进行 连接 , 16 连接 过 夜 , 转化 至 DH5a 感受 态 
菌株 后 , 涂 布 于 加 有 卡 那 霉 素 的 平板 上 , 培养 12 ~ 
14 h, SERE EAK T. LB 液体 培养 基 ( S RD 
ZR) 中 培养 ,试剂 盒 (TransCen Biotech 公司 ) 提取 重 
组 质粒 并 送 往 南京 金 斯 瑞 公 司 测序 验证 。 
1.6 Bmae35/pET28(a) 的 诱导 表达 

测序 正确 的 重组 质粒 Bmae35/pET28 ( a) 转化 
至 大 肠 杆 菌 Escherichia coli BL21 ( DE3 ) ( TransGen 
Biotech 公司 ) 感受 态 细胞 , 37C 培养 13 h, 挑 取 日 
色 丙 沙 于 含有 卡 那 霉 素 抗 性 的 LB 培养 基 中 , 370 
200 rpm 培养 至 0Dow 值 达到 0.6 ~1.0 后 , MPE 
部 分 样品 作为 目的 基因 重组 片段 的 未 诱导 对 照 , 在 
剩 下 的 样品 中 加 入 IPTC( 终 浓度 1 mmol/L) ， 分 别 
在 200C 继续 培 养 6 hn。 分 别离 心 收集 戎 体 , 以 0.1 g 
菌 体 加 入 1 mL PBS 涡 旋 后 , EIKE RRE X EN SIE 
行 超声 破碎 。 和 破碎 后 4% 10 000 rpm 离心 10 min 
( MIKRO 220R, Hettich 公司 ) 收集 裂解 上 清和 沉 
WE. AE VS s ot c USE Ne E DK E yk DU EIS S ES BS 
表达 。 
1.7 ZÆ Bmae35 重组 蛋白 的 纯化 与 鉴定 

大 规模 诱导 表达 菌株 , 4C 10 000 rpm 离心 15 
min 收集 菌 体 , 按 每 g 苦 体 加 入 3 mL 细胞 裂解 液 
重 悬 再 体 , WARR 3 次 后 超声 破碎 ，4Y 10 000 


rpm 离心 10 min 收集 包涵 体 沉 淀 , 弃 上 清 。 包 涵 体 
用 不 含 尿 又 的 结合 绥 冲 液 (20 mmol/L RRA, 0.5 
mol/L 氧化 钠 ,30 mmol/L PREE ) PEIR 2 次 , 然后 用 
含有 8 mol/L 尿素 的 结合 缓冲 液 重 悬 ， 冰 浴 1 h， 
4% 10 000 rpm 离心 10 min 收集 上 清 。 将 上 述 提取 
的 包涵 体 用 0.45 um 的 滤 膜 过 滤 后 按照 HisTrap £g 
亲 和 层 析 柱 (GE Healthcare 公司 ) 说 明 进 行 重 日 纯 
化 , 将 纯化 所 得 的 目的 样品 进行 SDS-PAGE 检测 。 

纯化 的 目的 样品 经 SDS-PAGE 电泳 后 , 转移 至 
硝酸 纤维 素 腊 上, 5% 脱脂 奶粉 4 忌 封 财 过 夜 。 加 入 
1:10 000 稀释 的 His-tag E sr ESL, 37% 孵育 1 h, 
TBST 洗涤 3 次 。 加 入 1:40 000 稀释 的 辣 根 过 和 氧化 
物 酶 标记 山 壮 抗 小 鼠 lgG (H+L) 二 抗 , 370 孵育 
1 h, TBST 洗浴 3 次 。 经 化 学 发 光 试 剂 (ECL) 显 色 ， 
X- 光 片 感 光 , 验证 家 看 Bmae35 重组 蛋 日 的 表达 与 
纯化 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 家 竺 羧 酸 酯 酶 基因 Bmae35 的 克隆 

AUKER cDNA 为 模板 对 Bmae35 基因 的 完整 
编码 区 序列 进行 RT-PCR 扩 增 , 9 357^ 9925 URS P 
凝 胶 电 泳 检测 出 与 预期 大 小 一 致 的 目的 条 带 ( 图 1: 
A), 经 DNA 回收 和 TA 元 隆 测序 ,获得 了 Bmae35 
基因 的 cDNA 序列 , 该 基因 编码 区 长 1 581 bp, 共 
编码 526 个 氨基 酸 (GenBank 登录 号 : HM150791) , 
cDNA 序列 与 家 看 基因 组 序列 比 对 发 现 该 基因 CDS 
区 含有 3 个 外 显 子 , 外 显 子 / 内 含 子 边界 处 均 符合 
GT-AG 规则 (图 1: B). 
2.2 家 看 凑 酸 酯 酶 基因 Bmae35 的 序列 分 析 

利用 Signal IP3. 0 在 线 预测 发 现 Bmae35 可 能 
含有 15 个 氨基 酸 的 信号 肽 ,， AERE HN RENI 
WEH o Bmae35 的 成 熟 肽 经 在 线 工 具 (http://ea. 
expasy. org/tools/ ) 预测 得 到 其 分 子 量 为 57.3 kDa, 
等 电 点 为 6.39。NetNGlyc 1. 0 Server 对 Bmae35 4& 
日 质 序列 进行 预测 , 表明 其 存在 5 个 潜在 的 N- 糖 基 
化 位 点 , 分 别 为 N70, N100, N282, N353 和 N363, 

为 了 解 Bmae35 与 其 他 昆虫 气味 降解 酯 酶 及 相 
X COEs 的 系统 发 生 关 系 ， 基 于 和 蛋 日 质 序列 构建 了 
邻接 (neighbor joining) 进化 树 (图 2)。 进 化 分 析 表 
HB, 气味 降解 酯 酶 属于 a- 酯 酶 、B- 酯 酶 和 表皮 酯 
酶 , 其 中 a- 酯 酶 的 成 员 最 多 。 家 和 看 Bmae35 属于 a- 
酯 酶 家 族 , 与 星 葵 夜 蛾 的 触角 酯 酶 基因 Snon-EST 
可 能 为 直系 同 源 基因 。 序 列 相 似 性 分 析 表 明 ， 


N 
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Bmae35 与 Snon-EST 的 氨基 酸 序列 一 致 性 为 WDR., 与 其 他 气味 降解 酯 酶 的 多 序列 比 对 分 析 发 
48.6% , 而 与 Apol-ODE, Silt-EST, Mbra-EST, Apol- 现 ，Bmae35 具有 了 酯 酶 活性 必须 的 催化 残 基 Ser191, 
PDE 和 Amel-EST 等 气味 降解 酯 酶 的 氨基 酸 序 列 一 ”Glu313 和 His429, 也 保持 着 w- 酯 酶 /B- 酯 酶 家 族 的 
致 性 仅 为 22.1% ~28.9% , 这 暗示 着 不 同 物种 间 的 特征 基 序 Gly-x-Ser-x-Gly (图 3) ( Oakeshott et al., 
气味 降解 酯 酶 在 底 物 识别 和 催化 反应 中 可 能 有 较 大 1999), 


ATG TAG 
1581bp 
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图 1 XÆ Bmae35 基因 的 PCR 扩 增 (A) 及 结构 示意 图 (B) 
Fig. 1 PCR amplification (A) and gene structure (B) of Bmae35 in the silkworm 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA. molecular weight marker ( DL2000) ; 1; PCR 扩 增 的 目的 片段 Target DNA fragment of PCR amplification。 方 框 表示 外 
ET, 两 个 外 显 子 之 间 表 示 内 含 子 , 数字 表示 外 显 子 和 内 含 子 长 度 (bp)。The boxes denote the exons, the introns lie between these boxes, and the 


numbers indicate the length of individual exon or intron. 


100 Apol-ODE 
99 Slit-EST 

54 Mbra-EST 
Bmae35” 

100 Snon-EST 


Dmel-CG10175 oa- 酯 酶 Alpha esterase 
Amel-COE 
Cqui-EST2 
100 Dmel-E7 
100 Lcup-E3 
99 Dmel-CG4382 
Apol-IE 
Apol-PDE 


96 
E Amel-EST 


94 Dmel-CG6414 
69 Nlug-COE 


Snon-JHE 保 幼 激素 酯 酶 


100 Ofus-JHE Juvenile hormone esterase 
Dmel-Nrt 


图 2 Bmae35 Ej Eft Eb HR B BR NER RAHA 
Fig. 2 Phylogenetic tree of Bmae35 and other insect carboxylesterases 

分 支 处 的 数值 是 1 000 次 抽样 分 析 支 持 的 百 分 值 The number close to node is Bootstrap support value by 1 000 replicates. * KÆR eai Bmae35. 
其 他 昆虫 酯 酶 相关 的 蛋白 序列 GenBank 登录 号 分 别 如 下 Other insect COEs and their GenBank accession numbers are as follows; Apol-ODE; 多 音 天 
3E ALACRI BE Antheraea polyphemus odorant-degrading enzyme, AAMI4415; Apol-PDE; 多 音 天 等 峨 信息 素 降 解 酶 4 polyphemus pheromone- 
degrading enzyme, AY866480; Apol-IE; £ 3; X XE 3 JE BE WS A. polyphemus integument esterase, AAM14416; Slit-EST; 海 灰 翅 夜 峨 触 角 酯 酶 
Spodoptera littoralis antennal esterase, DQ680828; Mbra-EST; 甘蓝 夜 蛾 触角 酯 酶 Mamestra brassicae antennal esterase, AY390258 ; Snon-EST; WE% 
夜 峨 触角 酯 酶 Sesamia nonagrioides antennal esterase, DQ680829; Snon-JHE; ht 2&3 ME[g 4] 3E Zt S. nonagrioides juvenile hormone esterase, 
ABW24129; Amel-EST; 意大利 蜜蜂 触角 酯 酶 A. mellifera antennal esterase, AB083009; Amel-COE: È Af RMRI A. mellifera COE, 
GB15030; Dmel-E7; 黑 腹 果 蝇 酯 酶 Drosophila melanogaster esterase-7, CG1112; Dmel-Nrt; 黑 腹 果 蝇 神经 趋 化 蛋白 D. melanogaster neurotactin , 
CG9704; Cqui-EST2 ; 致 倦 库 蚊 酯 酶 Culex quinquefasciatus EST2 , CAA88030; Leup-E3 ; 48 EIS HERE Lucilia cuprina E3, AAB67728; Nlug-COE ; 38 
CRUS BABERE Nilaparvata lugens COE, AF302777; Ofus-JHE ; 43888 [8:27] E 2E BE Omphisa fuscidentalis juvenile hormone esterase, ACB12192. 


|] 表皮 酯 酶 Integument esterase 


B- 酯 酶 Beta esterase 
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Bmae35 FNYER- - - - - CF EYWEEKTRI GVVRGHRENY- - - GAE LEPSI SNPST 
Snon-EST AMWSSVSAVSENMTVETKKGTI VGF x c PM - NDSSI 
Apol-ODE IMANFI HQPSP VWRI TS(SYVR(ER VS ENEK- - - FYEISL OGBOMGT|JED- SINSIQGIJNP I NENT 

Silt-EST I AARMVQQPTQPMRTRS(EL VRET VS RMEK- - - FFQYF(ORABVY [DD- Sh VDENT 
Mbra-EST WJGPLVS QP TAPIYQES - €QAR(EVASD(ES - - - HLQYF (GRAET YT - - NNEHI 
ADGEPDE- Í -ssion MFIMSBEI F VATVGLAS TADS NP WT VTQEALQ(AWKTS AKGRDYASISQEV TEPLS 
Amel-EST 1 ...... 4 MKLIBFBVLISS RVTF GWTLEDAP RKTPL(GAI KSYYKI SEÉNGKQYEAYE ERE P P VGKF RAJK AIQKI [g. TKFGF 

Bmae35 VIE T QAT DIST. VIE NANAT QT VIF WF - -E eme D- E 
Snon-EST KVGieVL QeBRIBNI MVIJHT ANE NHP VIMILIWF p- QHIAK DDE 
Apol-ODE I VIEEA EPFL GI K 

Silt-EST 1 gr (CKP NOAK dos GI K 
Mbra-EST PDMEDE RDESERPEL ti GI K 
Apol-PDE / SETENE MY - - VDP I YF MDYWNVVI WF MMA NA KEP LOANS | ADD 
Amel-EST POL ÉT OLP VEP ROKE AE | -- PM N STEDE 

Bmae35 154 | DK VIE SEISRIV Y AE GAF VKS DEN: S GQL{EC 
Snon-EST 160 Alte YEG AMDLBIL YNVYET- IBUN f. H 
Apol-ODE 160 LFGUSENXEA VNT S F MI ISIA A H J VKKF[eY 

Silt-EST 159 A H S MIVKKL[EY 
Mbra-EST 168 N l Y 
Apol-PDE 166 HRGIM. f AV N C 
Amel-EST 172 QG AIBN ] 

$ 

Bmae35 243 TA A D E ARDI GIBI- 5 unes LGA(S Me QDlJF HEDF VKR- DDI AVL MW NF ARFENQ 
Snon-EST 249 RVRITRKALEAMIAKEDPI DVVTRARNLTMR- - - - - - - - LTIMSRISTRE RRSQ- - KCI NHLNNTDRI KAI BI DF GT YANK 
Apol-ODE 250 DÜüVDPRIBYSIT SNRTI NELI pum VMSVISNKI DGVE- - AVVNDYRIS NVI KSIENYTISSIZ YTDNWEI FF VEVID 

Silt-EST 249 DWKDPISKIBHKI [S NKSEKEI LDTI SQFEDKYCVAEKDL|IVIMI lBNPI EGVE- - P VVMEYIITDI LKS(ENYT [SJ YTDMNEI WIF ARVAD 
Mbra-EST 258 TWIDPISSEYNLENNVIBDELLS YYVPRKEGDI VES DI I BVMSVISKKI RRVT- - PILPDSIJYNLI TQSKYNISMII ORF INE F AGKE 
Apol-PDE 256 SSDTSTMELNCIBVDASBEDI VNIQNE MF DUKVK- LF SHBTIMII [BAAEVED- - - ALNKYISYQAAVDEDML NIJLIET AMNA QIIEL P GEVID 
AmelEST 262 PgRNV M cya? RAI VETLANF MRF YYN- PFTPBGRVT|JKVNNDS NS PII DRT[II ELI NSSDVODIESWT(EVT ERIS X 

Bmae35 322 SE----..- EF YERLANVFREKF VNF VLSENDLDQLS NNTQAF[ILGKNGS LTAKELKEF NVQIBIS DF SSBEF VL NYJVE WSI KNLRKGLK 
Snon-EST 329 QQ..-.-.- DF YDNL QDINE S KDLQNWF DVTKSIBLEKLS DI VRTFMLG- - - - - SKKI GPBANL sls WF KLNFAVEKS VARMMEQG- G 
Apol-ODE 5337 YGL----SIKNN- TELNÉVRNLQTDLEF P NEWISKNCTELNIBKKBMIS - - - - - - - S YDDDMI MNVVGL YML HKFIJI I LES RMMAETTN 

Silt-EST 337 YGT---- SI KNNSKPI EMFNSLQPDVEFPSEI BBKNCTGEVIBKRHMIS- - - - - - - S YEADLI TNMVEL fold LVLESELMTRTS 
Mbra-EST 346 N-------- DTTLSKI DFYKAMPRDLTFPFDEISKVKTANRLNELMLAGD- - - KI TKEKSSLEKIBARF KGIBADI I YIYVLATI DLFLQTTRK 
Apol-PDE 342 LIY----LDEI ESQWS VVARDLFKYWDTLSSTL WS DVAAKIBKEEUMBSGDE- - - - - TVSEDTFSQBVEALTIRLISEI MDI GRLAEI HALKS 
Amel-EST 350 FI AKP HAL ETT DENNO HAN YE LDYA YT erg ve n ESN: exe KI DETTEKHBI DV. i 

* 

Bmae35 405 SWTIÉGSPFKDVP- - - - - - GV ETEQQGNSD- - EQQLERK NUS RTDLLISVABVIgVTES 
Snon-EST 406 MIS MI €GSEYQNVT- - - - - - Gi EMIFELKSD- - EQRM RD NUWJEKTPLLBVTWNERVTGN 
Apol-ODE 415 LIJKS €F I NNP KI I SEF A- NT KPRSFPLPQRVLES EMEK - RS RLIJF RINRIJS RNT 

Silt-EST 416 LIJRMGIEL RNMP KI I S(€F HNVV KPHAFPLLH- S VEKHMET YTDMMJHRISP LTIJF RAQS RRH 
Mbra-EST 425 NMD(ELLNLAKNTH(EF R- KSP STLTLPALS- - - EVSFIBDKF TILT YS DASA S NSI SU- KIEIJAAVE 
Apol-PDE 423 ; KYSMRATTSLS NLLANNE- EDYEVCRICIBDVLHI NYP YI DARTDT- DLQIBYNLCERI YT TMVMAGNDI EWLP VTS GDSE 
Amel-EST 435 YYTAK(gAHSI SEI MSTS- NKYSVCABDAYMVVDTPFLASTTTTNDI KÝQKVLI DFIVSBVNNSVENVN- - S VQWPRLNgNEKS 

Bmae35 487 NIEVEMKNLDNL- FESISVKYADF WS QHEWMSN- -IIBS-------------- 

Snon-EST 488 NIBEVTMS MEDHA- YREINN. SSCKEBSN-«ocussemr ine 
Apol-ODE 503 ? BDS RI TTAPMW- EHASVALINDTYNKMRRNDYGF KNVHI PESI MRR- - - - - 

Sit-EST 505 ) II SKLSTAPLW- EHSSVRLINDT YNKMRRISNYGVKQYQQDNS VLSI DHLKS 
Mbra-EST 510 LIBVYRECSVEP VWGDNEAWRBAWWET Y AL NN Mol arcc ard Cd i AGE SO 
Apol-PDE 511 INYLEIFSPNSTENKSSSDF DNLGI I ENKNYN- ATEI AEL- - - - - - - - - - - 

Amel-EST 522 LHYLHI AGPGKI QVDSSTNF G} SI NFNENKLHTSDTEKEEL- - - - ------- 





图 3 ZÆ Bmae35 与 其 他 昆虫 触角 酯 酶 的 比 对 分 析 


Fig. 3 Alignment of Bmae35 and 


以 Clustal X 进行 多 序列 比 对 , 然后 在 BoxShade (http://www. ch. embnet. 
示 相 似 氨 基 酸 , 域 值 为 0.5; 星 号 代表 催化 活性 位 点 、 方 框 处 代表 特征 基 序 。Alignments were done using Clustal X with default 


色 阴 影 


parameters and then were shaded using BoxShade with the expected value (0. 


antennal esterase in other insects 


org/software/ BOX. form. html) 中 标注 ; 黑色 阴影 表示 相同 氨基 酸 , 灰 


5). The identical residues are shaded in black, while the similar residues 


in gray. The catalytic residues are marked with asterisks. A motif of COE was boxed. 


2.3 ”家 等 羧 酸 酯 酶 基因 Bmae35 的 表达 模式 分 析 
为 了 解 家 乍 羧 酸 酯 酶 基因 Bmae35 的 表达 模 
式 , 我 们 首先 利用 Bmae35 的 CDS 与 NCBI 中 的 家 
看 ESTs 数据 库 进 行 Blas 比 对 , 共 发 现 4 条 ESTs， 
GenBank 登录 号 分 别 为 : DC548035, DC546681, 
DC546289 和 DC536529, 前 3 条 ESTs 来 源 于 新 羽化 
HS RR ENE E ER (pheromone gland) ,而 DC536529 M 


是 来 源 于 微生物 侵 染 后 的 5 龄 幼虫 脂肪 体 。 利 用 半 
定量 RT-PCR 技术 证 实 Bmae35 基因 在 家 和 看 新 羽化 
及 羽化 后 24 h 的 上 肉 蛾 性 信息 腺 中 有 较 高 的 表达 , 但 
在 雌雄 蛾 交配 后 3 h, 6 h 和 9 的 肉 蛾 性 信息 腺 中 
表达 量 明 显 降低 (图 4: A)。 为 了 解 Bmae35 基因 在 
KA 5 龄 第 3 天 不 同 组 织 的 表达 情况 , 我 们 以 大 造 
的 脂肪 体 等 9 个 组 织 为 模板 进行 RT-PCR 扩 增 , 结 
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果 表 明 该 基因 在 所 有 组 织 中 均 有 表达 ,其 中 在 家 盐 
头 、 脂 肪 体 、 马 氏 管 、 体 壁 和 丝 腺 中 的 表达 相对 较 


1 2 3 4 5 


me- 


A 


高 (图 A: B), 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 


Bmae35 


je mm—————-— 
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图 4 Bmae35 dE DEZ A HUP A AIT 
Fig. 4 Expression of Bmae35 in different tissues of the silkworm 
A: Bmae35 基因 在 家 至 上 肉 蛾 性 信息 腺 的 表达 Expression of Bmae35 in pheromone glands of female silkworm moths at different developmental stages. 1: 
羽化 后 0 h (0 h after emergence); 2: 羽化 后 24 h(24 h after emergence) ; 3: 雌雄 交配 后 3 h(3 h after copulation) ; 4; 雌雄 交配 后 6 h(6 h after 
copulation) ; 5; 雌雄 交配 后 9 h(9 h after copulation). B: Bmae35 基因 在 家 看 5 龄 第 3 天 各 组 织 的 表达 模式 分 析 Expression of Bmae35 in day-3 
5th instar larva. 1: 脂肪 体 Fat body; 2; 头 Head; 3: 中 肠 Midgut; 4: TH 5 Testis; 5; 马 氏 管 Malpighian tubules; 6: 体 壁 Integument; 7: 丝 腺 Silk 


glands; 8: H Ovary; 9: 血 淋 巴 细胞 Hemocytes. 


2.4 ZERRE A Bmae35 的 重组 表达 、 纯 
化 及 鉴定 

以 去 除 编码 信号 肽 的 核 并 酸 序列 重新 设计 引物 
进行 T/A E, 测序 绪 果 与 预期 序列 一 致 (1 536 
bp) 。 克 隆 得 到 的 重组 质粒 和 原核 表达 载体 pET28 
(a) 进行 重组 表达 质粒 Bmae35/pET28 (a) 构 建 ,经 
测序 证 实 后 转化 大 肠 杆菌 BL21 ( DE3 ) 表达 菌株 ， 
经 1 mmol/L IPTG 诱导 6 h 收集 菌 体 ， 聚 丙烯 酰胺 
闭 胶 电泳 对 表达 产物 进行 检测 。 重 组 质粒 与 空 载 诱 
导 表 达 产 物 显示 出 了 大 小 约 60 kDa 差异 条 之。 由 
于 目的 和 蛋白 分 子 量 约 为 57.2 kDa, 加 上 6 x His 标 
签 序 列 , 约 为 60 kDa, 因此 Bmae35 可 能 在 大 肠 杆 
菌 中 得 到 了 正确 表达 。 表 达 组 分 经 可 溶性 鉴定 表明 
目的 和 蛋白 主要 位 于 裂解 沉淀 中 , 说 明 该 重 晶 主要 是 
以 包涵 体形 式 表达 (图 5: A)。 大 量 收 集 重组 表达 
WE, 经 液 氮 速 冻 3 次 后 超声 破碎 ,洗涤 并 提取 包 
dA. RIVE ERST PIS, SDS-PAGE m 
泳 检 测 表 明 目 的 条 市 单一 , 纯化 的 目的 蛋白 纯度 较 
高 (图 5: B) 。 经 Western blotting 检测 , 结 采 显示 提 
取 的 包涵 体 和 纯化 的 重组 蛋白 可 与 His-tag 抗体 产 
生 特 异性 反应 , 证 实 Bmae35 基因 得 到 了 正确 表达 
与 纯化 (图 5.: C). 


3 讨论 


经 cDNA 克隆 ,获得 了 Bmae35 基因 的 完整 编 
码 区 序列 (1 581 bp)。Bmae35 基因 由 3 个 外 显 子 
和 2 个 内 含 子 组 成 , 外 显 子 /内 含 子 边界 符合 CT- 
AG 规则 。Bmae35 共 编 码 526 个 氨基 酸 , 预测 表明 
其 含有 15 ^r si ERE BUR RR, KI 
H 57.3 kDa。 进 化 分 析 表 明 ，Bmae35 属于 a- 酯 酶 


家 族 , 与 星 葵 夜 蛾 的 触角 酯 酶 Snon-EST 可 能 为 直 
系 同 源 基因 , 两 者 氨基 酸 序列 一 致 性 为 48.6% 。 与 
其 他 昆虫 触角 酯 酶 的 多 序列 比 对 分 析 表 明 Bmae35 
具有 水 解 活 性 所 必须 的 催化 残 基 Ser191, Glu313 和 
His429 ,也 保持 着 w- 酷 酶 /B- 柄 酶 家 族 的 特征 基 序 
Gly-x-Ser-x-Gly( 图 3) ,推测 Bmae35 可 能 具有 水 解 
有 类 化 合 物 的 活性 。 

RT-PCR 分 析 表 明 Bmae35 基因 在 所 检测 的 家 
di 5 龄 第 3 天 各 组 织 中 都 有 表达 , 其 中 在 头 、 脂 肪 
体 、 马 氏 管 、 体 壁 和 丝 腺 中 有 较 高 的 表达 (图 4: 
B)。 脂 肪 体 和 马 氏 管 是 昆虫 重要 的 解毒 器 官 ， 
Bmae35 在 这 2 个 组 织 中 有 较 高 表达 , 推测 具有 对 
外 源 毒性 物质 解毒 的 功能 。Holmes 等 (2008 ) 研究 
发 现 COEs 具有 水 解 酶 和 乙酸 酯 合成 酶 的 功能 。 丝 
腺 是 合成 和 分 弯 丝 和 蛋白 的 组 织 ，Bmae35 基因 在 丝 
腺 组 织 中 的 高 表达 表明 该 基因 可 能 在 丝 蛋 日 合成 也 
起 着 重要 作用 。 进 化 分 析 表 明 Bmae35 基因 与 星 蔡 
夜 蛾 触角 酯 酶 基因 Snon-EST 为 直系 同 源 基因 ， 后 
者 主要 在 星 葵 夜 蛾 的 成 虫 触角 中 表达 , 参与 酯 类 性 
信息 素 的 降解 。 然 而 家 看 性 信息 素 为 桑 和 蛋 醇 
( bombykol) MRA ( bombykal) ， 其 中 桑 乍 醛 主 要 
由 触角 特异 的 醛 氧 化 酶 降解 (Kasang et al., 1989) 。 
因此 ,Bmae35 与 其 直系 同 源 基因 Snon-EST 在 功能 
上 可 能 发 生 了 一 定 的 分 上 疏 。 然 而 家 看 的 寄主 植物 又 
叶 中 含有 的 顺 式 -3- 已 烯 乙酸 酸 |(2)-3-hexenyl 
acetate | WI R 1-2-0 Am A M Bg | ( E )-2-hexenyl 
acetate | 与 酯 类 性 信息 素 结构 相似 ,是 引诱 家 春 取 
食 的 潜在 气味 物质 (Ishida and Leal, 2005; Tanaka 
et al., 2009) , 家 看 幼虫 头 部 有 众多 的 化 学 感受 带 ， 
对 寄主 植物 气味 物质 起 识别 作用 。Bmae35 基因 在 
KAAR 4: B) 及 5 龄 第 3 天 幼虫 触角 和 下 咯 中 表 
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kDa 
116.0 


66.2 
45.0 


35.0 


25.0 


18.4 
14.4 





图 5 家 看 Bmae35 重组 蛋白 的 鉴定 
Fig. 5 Identification of recombinant protein Bmae35 
A: ZA Bmae35 重组 表达 和 蛋白 的 可 溶性 鉴定 Dissolubility identification of the expressed protein Bmae35. 箭头 表示 重组 蛋白 Arrow indicates the 
recombinant protein. M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; Bmae35/pET28(a) 诱 导 表 达 的 可 溶 组 分 Dissolved part of Bmae35/ 
pET28 (a) expressed by induction; 2; Bmae35/pET28(a) 诱 导 表 达 的 不 可 溶 组 分 Non-dissolved part of Bmae35/pET28 (a) expressed by induction; 
3: Bmae35/pET28(a) 未 诱导 表达 的 可 溶 组 分 Dissolved part of Bmae35/pET28(a) expressed without induction; 4: Bmae35/pET28(a) 未 诱导 表达 
的 不 可 溶 组 分 Non-dissolved part of Bmae35/pET28(a) expressed without induction; 5; 空 载体 pET28(a) 诱 导 的 可 溶 组 分 Dissolved part of product 
of vector pET28(a) by induction; 6; 空 载体 pET28(a) 未 诱导 的 产物 可 溶 组 分 Dissolved part of product of pET28(a) without induction. B; Bmae35 
重组 蛋白 纯化 的 SDS-PAGCE 分 析 SDS-PAGE of Bmae35 recombinant protein. C; Bmae35 重组 蛋白 Western blotting 杂交 鉴定 Western blotting 
analysis of Bmae35 recombinant protein. 箭头 表示 重组 和 蛋白 Arrow indicates the recombinant protein; M: 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight 
marker; 1; Bmae35 诱导 表达 的 不 可 溶 组 分 Inclusion body of Bmae35 ; 2: 钊 亲 和 层 析 柱 纯化 后 的 Bmae35 重组 蛋白 Purified protein of Bmae35 by 


Ni-column; 3; 空 载体 pET28(a) 诱导 的 不 可 溶 组 分 Non-dissolved part of pET28(a) by induction. 


达 ( Yu et al., 2009) 。 因 此 , 我 们 推测 Bmae35 可 能 
具有 降解 桑 叶 挥发 性 酯 类 气味 分 子 的 功能 。 

性 信息 腺 是 隆信 息 素 合成 、 储存 和 分 泌 的 场 
所 。 人 研究 发 现 昆 虫 的 性 信息 素 大 多 数 是 由 脂肪 醇 被 
醇 氧化 酶 氧化 成 相应 的 醛 ， 或 者 在 乙酰 基 转 移 酶 作 


用 下 生成 相应 的 乙酸 酯 , 这 两 类 物质 都 是 昆虫 性 信 


息 素 的 主要 成 分 ( 王 鸿 雷 等 ,2008; Vogel et al., 

2010), AGE RO IU HEGEE EAE BER AR GE 
HL. FRA LRE (Kasang et al., 1978) ; Vogel 等 
(2010) 通过 ESTs MURUS Ek rp EE A BE 
基 转 移 酶 和 酯 酶 。 因 此 ， 乙 酸 酯 可 能 在 家 和 看 信息 腺 
中 能 被 己 酰基 转移 酶 合成 ,只 是 被 暂时 存储 或 是 被 
酯 酶 及 时 地 代谢 为 相应 的 醇 ， 而 未 被 作为 信息 素 进 
行 释放 ( 王 鸿 雷 等 ,2008 ) 。 我 们 通过 ESTs 分 析 ， 

发 现 Bmae35 基因 在 新 羽化 的 成 虫 性 信息 腺 中 有 表 
iX o RT-PCR 证 实 Bmae35 在 羽化 初期 及 羽化 后 24 
h 的 雌 蛾 性 信息 腺 均 有 较 高 的 表达 , 但 是 在 交配 3, 
6 和 9 h 后 其 表达 量 有 明显 的 降低 (图 4: A). Ando 
等 (1996 ) 研究 发 现 随 着 家 乔 肉 雄 蛾 的 交配 , 性 信息 
素 桑 乔 醛 的 合成 量 将 逐渐 降低 ,交配 后 6 h 性 信息 
素 合 成 几乎 为 零 。 因 此 ，Bmae35 的 表达 与 性 信息 
素 合 成 呈 一 定 的 关系 。 推 测 家 看 信息 腺 中 的 


Bmae35 基因 可 能 具有 将 乙酸 酯 水 解 为 脂肪 醇 的 功 
能 , 以 调节 乙酸 酯 和 脂肪 醇 含量 ,， 从 而 在 家 看 信息 
素 合 成 中 起 重要 作用 。 
本 研究 对 家 看 Bmae35 基因 进行 克隆 、 表 达 模 
式 分 析 , 原核 表达 及 Western blotting 鉴定 , 初步 探 
讨 了 该 基因 可 能 具有 的 功能 。 尚 需 进 一 步 测 定 酶 活 
性 和 利用 产生 的 重组 蛋白 制备 抗体 研究 该 基因 的 组 
织 表 达 定 位 ， 从 而 更 好 地 了 解 这 类 和 蛋白 质 在 家 看 体 
内 是 如 何 参 与 解毒 代谢 , 特别 是 在 幼虫 触角 中 起 者 
降解 哪些 气味 物质 的 生理 功能 ,为 探讨 害虫 防治 新 
途径 提供 理论 依据 。 
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